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Resumo:

Estudos demonstraram que o0 agonista tendencioso F15599, também
denominado NLX-101, com alta afinidade para heterorreceptores 5-HT1A no
cortex cerebral apresenta melhora de funcdes cognitivas e efeitos benéficos
em comportamentos relacionados a doencas neurodegenerativas.
Recentemente esses agonistas apresentaram também efeitos do tipo
antidepressivo no teste do nado for¢ado, ou quando submetidos ao modelo
de estresse cronico imprevisivel, além de efeitos do tipo ansiolitico no
modelo de interac&o social. Entretanto, esses estudos demonstraram efeitos
comportamentais pela administracdo sistémica aguda ou crbnica, € nao
existem evidéncias experimentais dos efeitos da administracéo intracerebral
no cortex pré-frontal (CPF), regido relacionada ao controle do humor e
cognicao, possivelmente uma das responsaveis por tais efeitos. Portanto,
neste estudo objetivou-se testar o efeito da injecdo do agonista tendencioso
F15599 diretamente no CPF de camundongos. Apds a administracdo do
composto, os animais foram avaliados em testes de atividade locomotora e
exploratdria (campo aberto) e no teste da natacdo forcada. Devido as
restricbes impostas pela pandemia da COVID-19, os experimentos ainda
nao foram finalizados e os resultados parciais estdo sendo analisados.

Introducéo

O termo agonista tendencioso indica um agonista de um receptor especifico
que ativa preferencialmente uma de varias vias de sinalizagdo molecular,
enquanto outro agonista, no mesmo sistema e agindo sobre o mesmo
receptor, € capaz de ativar outras vias de sinalizacao (Patel et al., 2010). A
principal hipétese para isso sugere que cada ligante estabiliza uma
conformacado especifica de um dado receptor (Kenakin & Miller, 2010), de
modo que diferentes conformacbes de um mesmo receptor apresentem
afinidades variadas para os diferentes tipos de proteina G, afetando de
forma diferente as vias de sinalizagao intracelular (Michel & Charlton, 2018).
No caso do receptor de serotonina 5-HT1A, o F15599 exibe alta afinidade
para heterorreceptores 5-HT1A presentes no coOrtex cerebral, enquanto o
F13714 apresenta alta afinidade para autorreceptores 5-HT1A localizados
nos nucleos da rafe (Becker et al., 2016). Estudos utilizando ratos
demonstraram que o F15599 pode inibir os neurénios da rafe (quando em
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altas doses) e estimular neurdnios no cortex frontal e a liberacdo de
dopamina no CPF (quando em baixas doses) (Llado-Pelfort et al., 2010). O
F15599 demonstrou efeitos benéficos em comportamentos relacionados a
doencas neurodegenerativas, tais como Parkinson e Alzheimer (Iderberg et
al., 2015). Outros estudos tém relacionado os efeitos desses agonistas na
melhora em fung¢des cognitivas (Depoortere et al., 2010), bem como na
performance no teste de padrdo de separacdo em ratos jovens (van
Goethem et al.,, 2015) com tratamentos agudos. Recentemente esses
agonistas apresentaram também efeitos do tipo antidepressivo (Depoortére
et al., 2019a) e efeitos do tipo ansiolitico (Depoortere et al., 2019b).

Materiais e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA
N° 1162250919). Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando
entre 25-35 gramas. ApoOs realizacdo de anestesia, 0s animais foram
colocados em um aparelho estereotdxico para camundongos (David-Kopf,
USA, 957) e uma incisdo longitudinal foi feita na pele da cabeca, para a
exposicdo do cranio e remocdo do peridsteo. O cranio foi colocado em
posicdo horizontal entre bregma e lambda e, por meio de uma broca dental,
dois orificios foram perfurados no osso, para a fixacdo de parafusos de
suporte. Foram adotadas as coordenadas: anteroposterior 2,0 mm do
bregma, lateral 1,4 mm e ventral -2,33 mm, com angulo de 20°. As canulas
tinham a dimenséo de 0,5 mm x 7 mm e foram fixadas ao cranio com acrilico
autopolimerizavel. Depois de fixadas, receberam mandris de aco para
prevenir possivel obstrucado. Inicialmente foi realizada a curva dose-efeito em
animais implantados com canulas no cortex pré-frontal (CPF), para
determinacao da dose efetiva do F15559 neste local (doses 0,01 ul, 0,03 pl e
0,1 pl). 5 dias apO6s a cirurgia, 0s animais receberam microinjecdes
intracerebrais de salina ou drogas, através de agulhas Mizzy (0,5 mm x 7
mm) introduzidas nas canulas-guia. As agulhas, conectadas a microseringas
Hamilton (5 pl) ultrapassavam em 1 mm o comprimento das canulas, a fim
de atingir o tecido cerebral. As microinjecbes foram realizadas em tempo e
volumes constantes (0,3ul/30seg) através de bomba de infusdo. 30 minutos
apos receberem as microinje¢des, os animais foram submetidos ao Teste do
Nado Forgcado (TNF) e subsequentemente ao Teste do Campo Aberto (CA).
Em um segundo experimento, estava previsto realizar 2 tratamentos, sendo
0 primeiro a injecdo intracerebral do antagonista WAY100635 (1 nmol/lado)
de receptores 5-HT1A no CPF, e 10 minutos mais tarde, injecao
intraperitoneal de F15599. Porém, devido as restricdbes da pandemia da
COVID-19, nao foi possivel realizar este experimento. ApOs o0s testes
comportamentais, 0s animais foram anestesiados e perfundidos
transcardiacamente para fixacdo do tecido nervoso. Antes da remocdo dos
cérebros, foi realizada microinjecdo do corante azul de Evans (0,2 pl), para
identificacdo histologica dos sitios das microinjecdes. A identificacdo
histologica dos sitios de microinjecdo estad sendo realizada. Apdés tal etapa
sera possivel a andlise estatistica dos resultados comportamentais.
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Resultados e Discussao

Os resultados obtidos sdo demonstrados nas figuras 1 e 2. A injecdo de
NLX-101 no CPF de camundongos ndo modificou os parametros no CA,
demonstrando que n&o houve alteragdo da atividade locomotora ou do
comportamento tipo-ansiedade. Da mesma forma, ndo foram observadas
diferencas significativas dos parametros avaliados no TNF entre os grupos
gue receberam veiculo ou NLX-101. Este achado n&o coincide com
resultados publicados em ratos que receberam NLX-101 na mesma estrutura
cerebral e apresentaram alivio de comportamentos tipo-depressivos
(Depoortére et al.,, 2021). Tal discrepancia pode ser explicada devido a
analise estatistica parcial dos dados, tendo em vista que a analise
histologica para a confirmacéo dos sitios de injecdo ainda estd em curso.
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Figura 1. Parametros analisados no Teste do Campo A berto. O grafico da esquerda
representa a distancia percorrida (em metros) dos grupos veiculo (n=12), dose 0,01 pl
(n=11), dose 0,03 pl (n=11) e dose 0,1 pl (n=10) de NLX-101. O gréfico central representa o
namero de entradas no centro da arena dos grupos veiculo (n=11), dose 0,01 ul (n=10),
dose 0,03 pl (n=12) e dose 0,1 pl (n=11) de NLX-101. O gréfico da direita representa o
tempo (em segundos) que 0s animais permaneceram no centro da arena dos grupos veiculo
(n=8), dose 0,01 pl (n=10), dose 0,03 pl (h=12) e dose 0,1 yl (n=10) de NLX-101.

150 200

g
g

Laténcia (segundos)

a
3

Tempo imoibilidade (segundos)
8 8

o 0
Veiculo  0.03 0.1 Veiculo  0.03 0.1
NLX-101 (ug/0.3 ugl) NLX-101 (ug/0.3 ugh)

Figura 2. Parametros analisados no Teste do Nado Fo  rcado. O grafico da esquerda
representa o tempo de laténcia (em segundos) para o aparecimento da imobilidade dos
grupos veiculo (n=12), dose 0,03 pl (n=9) e dose 0,1 pl (n=9) de NLX-101. O grafico da
direita representa o tempo de imobilidade (em segundos) dos grupos veiculo (n=13), dose
0,03 pl (n=10) e dose 0,1 pl (n=11) de NLX-101.

Conclusdes
Os resultados mostram que a administracdo de NLX-101 no CPF de
camundongos nao alterou os comportamentos tipo ansiosos e depressivos.
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